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RESUMO

A antocianina presente na cultura de morango é responsavel pela coloracédo
vermelha intensa da fruta e desempenha importantes fungdes como: protecéo
a acdo da luz; mecanismo de defesa; funcdo biolégica; e atividade
anticarcinogénica, antiangiogénica e antioxidante, sendo esta mais eficaz
guando comparadas a outros antioxidantes classicos. Quando adicionada aos
alimentos, por serem pigmentos hidrossollveis, conferem a coloracdo aos
alimentos, oscilando entre vermelho, laranja e roxo, de acordo com condi¢cdes
intrinsecas, como o pH, a temperatura e a presenca de oxigénio. O presente
trabalho foi extrair e quantificar a antocianina presente em amostras de
morango e de polpa de morango utilizando os métodos de pH Unico e de pH
Diferencial. Efetuou-se a analise de antocianina de acordo com o método de
Teixeira; Stringheta & Oliveira (2008), mediante extracgdo com etanol
acidificado com HCI e leitura em espectrofotbmetro em 535 nm. Através dos
resultados obtidos observou-se que a concentracdo de antocianina foi maior
na amostra de fruta do que na de polpa. A perda relacionada nesse trabalho
em relacdo a polpa da fruta foram de 63% e 48% respectivamente para o pH
Unico e para o pH Diferencial. O pH Unico mostrou-se mais eficiente para
extracdo de antocianina em morangos. Os resultados obtidos por esse

método foram de 8,75 mg/100g para fruta e de 5,13 mg/100g para polpa.

Palavras chave: Morango; Antocianina.



ABSTRACT

Anthocyanin present in strawberry culture is responsible for the deep red color of the
fruit and performs important functions such as protecting the action of light; defense
mechanism; biological function; and ant carcinogenic activity, anti-angiogenic and
anti-oxidant, which is more effective when compared to other classic antioxidants.
When added to foods because they are water soluble pigments impart coloration for
food, ranging from red, orange, and purple, according to intrinsic conditions such as
pH, temperature and presence of oxygen. This study was to extract and quantify this
anthocyanin in strawberry samples and strawberry pulp using the Single pH methods
and Differential pH. Performed the analysis of anthocyanin according to the
method of Teixeira; Stringheta; Oliveira (2008), by extraction with ethanol acidified
with Hydrochloric acid and reading spectrophotometer at 535 nm. From the results
obtained it was found that the concentration of anthocyanin in the fruit was higher
than in samples of pulp. The related loss this work, in relation to the fruit pulp was
63% and 48% respectively for the Single pH and the pH differential. The Single pH
method was more efficient for anthocyanin extraction strawberries. The results

obtained by this method were 8.75 mg/100g for fruit and 5.13 mg/100g for pulp.

Keywords: Strawberry; Anthocyanin.
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1 INTRODUCAO

O morango € uma planta de pequeno porte, pertencente a familia das Roséaceas.
Segundo a Embrapa, das 105 mil toneladas de morango que o Brasil produz por
ano, Minas Gerais responde por 50%; Sao Paulo, 22%; e Rio Grande do Sul, 16%
(TIEPPO, 2013).

Sao Paulo é o segundo maior produtor de morango, sendo que a cultura € praticada
por pequenos produtores rurais que utilizam a mao-de-obra familiar, a maior parte da
producdo é destinada ao mercado "in natura". Os municipios paulistas de Atibaia e
Jarinu tém oitenta propriedades com planta¢cdes de morango. As cidades produzem
24 mil toneladas ao ano, e s6 perdem em quantidade para o sul de Minas Gerais
(SILVEIRA, 2013).

O morango é rico em vitaminas C, A, E, B5 e B6; apresenta minerais, como: célcio,
potassio, ferro, selénio e magnésio; possui boa quantidade de fibras alimentares; e
por ser rico em flavondides, é considerado como um importante agente antioxidante

no organismo dos seres humanos (DANTAS, 2013).

O consumo do morango esta ligado ndo somente a forma e ao tamanho, mas
também ao aroma e a cor vermelha que é um importante componente na aparéncia
de morangos, sendo um atrativo aos consumidores. Essa coloracao intensa se deve
as antocianinas presentes nos frutos, principalmente na epiderme e nos aquénios
(BORDIGNON JUNIOR et al., 2009).

As antocianinas é uma classe dos flavondides, substancias organicas dos
compostos fendlicos. Caracterizam-se, apos a clorofila, como um grupo de pigmento
de maior distribuicdo no reino vegetal. Responsavel por diversas cores em frutas,
legumes e hortalicas, como azul, roxo, violeta, magenta, vermelho e laranja
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

O termo antocianina € de origem grega, derivada de duas palavras: anthos (uma
flor) e kyanos (azul escuro). Compdem o maior grupo de pigmentos sollveis em
agua do reino vegetal (LOPES et al., 2007).
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As fungbes que desempenham sdo bem variadas, dentre estas, destacam-se:
atividade anticarcinogénica, antiangiogénica e antioxidante; protecdo a agdo da luz;
mecanismo de defesa; e fungdo bioldgica (BRILHANTE 2013). A funcdo oxidante
das antocianinas sao mais eficazes quando comparadas a outros antioxidantes
classicos, como: butilato hidroxi anisol, butilato hidroxi tolueno e alfa tocoferol
(vitamina E) (LOPES et al., 2007).

A induastria alimenticia vem substituindo os corantes artificiais por corantes naturais
como as antocianinas, devido as restricdes legais, a utilizacdo de determinados
corantes sintéticos, ao consumidor que cada vez mais esta disposto a consumir
alimentos isentos de produtos quimicos sintéticos, dando preferéncia ao natural e ao
saudavel (TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008).

Esse agente natural, quando adicionado a alimentos, por serem pigmentos
hidrossoluveis, confere a coloracao aos alimentos, oscilando entre vermelho, laranja
e roxo, de acordo com condi¢des intrinsecas, como o pH, temperatura e presenca
de oxigénio (LOPES et al., 2007). Alem das propriedades quimicas e sensoriais
desejaveis, suas propriedades funcionais contribuem também para a agregacao de
valor a imagem final do produto (TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008).

Sdo poucas as fontes de antocianinas comercialmente utilizadas, apesar de
existirem aproximadamente 400 tipos de antocianinas presentes em diversas plantas
como uva, cereja, morango, amora, maca, azeitona, figo, marmelo, jabuticaba,
cacau, repolho roxo, rabanete, berinjela, feijdo, entre outras, poucas delas
apresentam-se como fonte comercial desse pigmento (TEIXEIRA; STRINGHETA,;
OLIVEIRA, 2008).

Os chineses e a cultura indigena estédo utilizando as antocianinas em forma de
extratos e misturas nos seus habitos alimentares, devido as suas ac¢des medicinais
no combate a hipertensao, febre, disenteria, diarreia, problemas no trato urinario,

como pedras nos rins, e até gripes e resfriados (SILVA, 2007).

Assim, o presente trabalho tem por finalidade extrair e quantificar o composto
antocianina presente na cultura de morango da regido de Assis — SP, em diferentes

pHs, tendo por finalidade o estudo da quantidade de fruto ou polpa de morango a ser



16
consumida diariamente, devido aos beneficios que esse composto traz a saude do

ser humano.
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2 ANTOCIANINA

2.1 CARACTERISTICA FiSICA E ESTRUTURAL

Antocianinas (Figura 1b) sao consideradas antocianidinas com uma ou mais
unidades de agucar ligado ao nucleo flavilico. S&o sais derivados do cation flavilio,
2-fenilbenzopirilio (Figura la), em que sua estrutura € formada por dezesseis
atomos, quinze carbonos e um oxigénio, todos com hibridizacéo sp2. Dos dezessete
elétrons p, um elétron ocuparia um orbital antiligante, sendo facilmente removido,

originando a forma cationica (LIMA, 2007).

Figura 1 - a. Estrutura do cation 2-fenilbenzopirilio b. Antocianina (In: LIMA,
2007, p. 16)

O que difere as diferentes formas de antocianinas existentes € o nimero de grupos
hidroxilicos e/ou metoxilicos presentes na aglicona, niumero e posi¢ao dos acucares

e de acidos alifaticos ou aromaticos ligados a molécula de acucar (LIMA, 2007).

Estdo presentes em diferentes 6rgdos da planta, como nas flores, caules, folhas e
raizes, sendo encontrada em maior quantidade nas angiospermas (BRILHANTE et
al.,, 2013). Atuam como filtro as radiacdes ultravioleta nas folhas, melhoram e
regulam a taxa de fotossintese (TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008).
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Ja as antocianinas livres séo raramente encontradas em plantas, estdo presentes na
forma glicosilada com aclUcares que auxiliam na estabilizacdo da molécula
(TEIXEIRA; STRINGHETA,; OLIVEIRA, 2008). Os principais agucares que se ligam
as antocianidinas séo: a glicose, a arabinose, a galactose, a ramnose e a xilose. Em

menor intensidade sdo encontrados di e trissacarideos (LIMA, 2007).

Sao consideradas moléculas polares em razdo da presenca de grupos substituintes
(hidroxilas, carboxilas e metoxilas) e glicosilas residuais ligados aos seus anéis
aromaticos. Devido a isso, sdo mais solliveis em agua do que em solventes
apolares. Em alguns casos, dependendo das condi¢cdes do meio, as antocianinas
podem ser sollUveis em éter. Esta caracteristica ajuda na extracdo e separacao das
antocianinas (LOPES et al., 2007).

2.2 MUDANCA NO pH

As estruturas das antocianinas sofrem influéncia de diversos fatores, como:
temperatura, substituicdo dos grupos hidroxila e metoxila na molécula, mudanca de
pH e possiveis com outras substancias quimicas, o que confere a elas, diferentes
coloractes (BRILHANTE et al., 2013).

As antocianinas apresentam-se, em solu¢do aquosa, na forma de uma mistura de
diferentes estruturas em equilibrio: cation flavilium (vermelho), base anidra quinoidal
(azul), pseudo-base carbitol (incolor), e chalcona (incolor ou levemente amarela)
(LOPES et al., 2007).

Em pH &cido, as antocianinas apresentam-se numa tonalidade vermelho brilhante,
na forma catidnica, sendo mais estavel (TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA,
2008). Com o aumento do pH, a intensidade de cor diminui e em solucao alcalina, a
cor azul é obtida, porém é instavel, ocorrendo uma répida desprotonacdo para
formar a base quinoidal. (LOPES et al., 2007).

Em meio aquoso, a hidratacdo do cation flavilium leva ao equilibrio entre a forma
carbitol e chalcona. As solucdes contendo pigmentos com pH acima de 7,0,

gradualmente mudam a coloracdo de tonalidade azul para amarela, como um
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resultado indireto da formacdo de chalcona, via fissdo do anel da anidrobase
(LOPES et al., 2007).

A figura 2 mostra as mudancgas que ocorrem na estrutura das antocianinas em meio

aquoso em fungéo do pH.
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Figura 2 - Mudancas nas estruturais das antocianinas em meio aquoso em
funcédo do pH (In: LIMA, 2007, p. 19)

A presenca de um ou mais grupos acila, na molécula de antocianina, inibe a
hidrélise do cétion flavilium (vermelho) para formar a base carbitol (incolor),
permitindo a formacdo preferencial da base quinoidal (azul), resultando em

pigmentos menos sensiveis as mudancas de pH (ou seja, eles mantém a coloragao
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em meio levemente acidificado a neutro). Os pigmentos acilados sdo mais estaveis

do que seus anélogos nao acilados (LOPES et al., 2007).

A temperatura juntamente com a mudanca de pH, também interfere na estrutura,
em temperatura ambiente e em meio levemente acidificado, o equilibrio entre as
formas carbitol e chalcona € muito lento e leva horas para ser atingido. Com o
aumento da temperatura, o equilibrio desloca na dire¢cdo da formacdo da base
chalcona (LOPES et al., 2007).

2.3 IMPORTANCIA

As antocianinas sédo consideradas umas das responsaveis pela grande interacéo
entre plantas e animais, pois apresentam atividade inibidora sobre o crescimento de
larvas de alguns insetos. E devido as cores vivas e intensas que elas produzem,
participam dos mecanismos reprodutores das plantas, tais como a capacidade de
agirem como atraentes de insetos e passaros para polinizacdo e dispersao das
sementes. Nas plantas, apresentam as funcbes também de antioxidantes, de

protecdo a acdo da luz, mecanismo de defesa e na funcao bioldgica (LIMA, 2007).

Desempenham um papel importante na saude humana também, pois agem na
prevencdo de doencas como cancer, diabetes, desordens cardiovasculares e
neurolégicas. Sendo que estudos mais recentes mostraram gue esses Compostos
naturais sao responsaveis por reducdo da pressao arterial, melhoria da visao, alta
atividade anti-inflamatéria e anti-microbiana e supresséao da proliferacdo de células

cancerigenas humanas (SILVA, 2007).

O principal emprego biolégico atribuido as antocianinas € a atividade antioxidante,
devido a sua estrutura quimica ser formada por trés anéis, que possuem ligas duplas
conjugadas e também hidroxilas distribuidas ao longo da estrutura que possibilitam o
sequestro de radicais livres, causadores de danos celulares e doencas
degenerativas (BORDIGNON JUNIOR et al., 2009).
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2.4 UTILIZACOES NA INDUSTRIA

Na indastria de alimento, utiliza-se muito a adicdo de corantes, ja que a cor e a
aparéncia tém um papel importante na aceitagcdo dos produtos pelo consumidor. Os
corantes mais usados sdo os de origem sintética, por terem menores custos de

producéo, maior estabilidade e capacidade tintorial (LOPES et al., 2007).

Porém, a quantidade de aditivos sintéticos permitidos nos paises desenvolvidos vem
diminuindo a cada ano. No Brasil, segundo a Portaria n® 17, em 07.08.1987, a
DINAL, vem sendo proibida a utilizacdo de alguns corantes sintéticos (LOPES et al.,
2007)

Visando atingir o publico alvo que esta cada vez mais disposto a consumir alimentos
isentos de produtos quimicos sintéticos, dando preferéncia ao natural e ao saudavel
e devido a necessidade de substituir esses corantes artificiais, a industria de
alimentos, vem buscando desenvolver corantes alimenticios através de pigmentos
naturais de origem vegetal e animal (TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008).

Um agente natural, que vem sendo estudado para substituir os corantes sintéticos, €
a antocianina, pois compde o0 maior grupo de pigmentos solUveis em agua do reino
vegetal, aléem de atuar como agentes da coloracdo natural em alimentos, sendo
responsavel pelos tons compreendidos desde a coloracdo vermelha até a coloracéao

azul em muitas frutas, legumes e hortalicas (LOPES et al., 2007).

As antocianinas mais comuns utilizadas nos alimentos sao: delfinidina, peonidina,
pelargonidina, malvidina, cianidina e petunidina (LIMA, 2007), suas estruturas estéo
representadas na figura 3. Sendo que as duas antocianinas glicosiladas mais
encontradas nas frutas de morango, que dao a cor vermelha do morango sao:

pelargonidina e a cianidina.(SILVA, 2007).
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Figura 3 — Antocianinas mais encontradas em alimentos (In: LIMA, 2007, p. 18)

Este agente natural, quando adicionado a alimentos, além de conferir a coloracao
propicia a prevencao contra auto-oxidacdo e peroxidacdo de lipideos em sistemas
biologicos (LOPES et al., 2007).

Porém, as antocianinas apresentam algumas desvantagens em relacdo aos
corantes sintéticos, devido a mudanca de coloracédo decorrente de rea¢des quimicas

dos produtos alimenticios, apresentam também baixa estabilidade ao pH, a luz, a
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presenca endogena de enzimas, a temperatura de processamento e ao menor poder
tintorial. Durante a preparacdo e processamento dos alimentos, o contetdo de
antocianinas pode decrescer em até 50%, seja durante a lavagem com agua devido
a sua solubilidade ou pela remocédo de por¢ces dos alimentos que sejam ricas em
flavonoides (LOPES et al., 2007).

Entretanto, sua agdo como corante natural ndo apresentam nenhum efeito adverso a
saude, além de apresentarem propriedades quimicas e sensoriais desejaveis e
funcionais, contribuindo assim, para a agregacao de valor a imagem final do produto
(TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008).
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3 MORANGOS

3.1 IMPORTANCIA

A cor vermelha da fruta, responsavel por grande parte dos beneficios do morango,
indica que poderosos antioxidantes se encontram no alimento, como a antocianina,
qgue favorece o funcionamento do cérebro, ao atrasar o declinio cognitivo em até
dois anos e meio (SANTOS, 2009).

Segundo a nutricionista Pamela Miguel, da clinica Dra. Fernanda Granja de Nutricdo
Funcional, em Séao Paulo, ao ingerir antioxidantes, que sdo encontrados em maiores
guantidades nos morangos organicos, eles protegem o organismo dos radicais
livres, que aceleram o envelhecimento, levam a doengas cardiovasculares,
danificam o DNA das células e podem causar alguns tipos de cancer (SALEM,
2012).

Além de poucas calorias, 0 morango tem um alto poder anti-inflamatério, destaca-se
também por oferecer boas doses de potassio, mineral que ajuda a evitar a retencao
de liquidos (SALEM, 2012).

Os morangos também possuem grande importancia para a saude sendo estes ricos
em vitamina C, que reforca o sistema imunoldgico e favorece a formacdo de
colageno essencial para melhorar a firmeza da pele, fortalecer o cabelo e as unhas
além de apresentar boa fonte de fibras solUveis e insollveis, que colaboram para o
bom funcionamento do intestino e a reducdo do mau colesterol. Cerca de 8
morangos de tamanho médio contém aproximadamente 160%, 20% e 16% do

consumo diario recomendado de vitamina C, de acido

félico e de fibras, respectivamente (DANTAS, 2013).
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3.2 EPOCA

O inicio do cultivo do morangueiro no Brasil ndo é bem conhecido. Entretanto, a
cultura comecou a expandir-se a partir de 1960, em Campinas. A produtividade
meédia por Estado, em toneladas por hectare, é de 32,7 no Rio Grande do Sul; 21,3
no Parana; 25,2 em Minas Gerais; 34 no Espirito Santo e Sao Paulo. Na Uultima
década, verificou-se um interesse crescente pela implantagdo da cultura, justificado
pela grande rentabilidade (ANTUNES; REISSER JUNIOR, 2007).

A época de plantio para producdo de frutos varia conforme a regido, sendo
realizado a partir de marco em Minas Gerais e Sao Paulo, até o final de maio e inicio
de junho na Serra Gaucha - RS. Com as novas variedades e sistemas de producéo
mais adequados, é possivel produzir morango nos 12 meses do ano. A producao de
morangos € concentrada entre junho (inverno) a novembro (final da primavera),
havendo reducdo dos precos pagos ao produtor. Com producéo fora de época, em
regides mais altas e frias, entre janeiro a marco, no verao brasileiro (ANTUNES;
REISSER JUNIOR, 2007).

A producédo de morango, dentro do conjunto dos cultivos dos pequenos frutos, € de
grande importancia em termos econdmicos e sociais, por mobilizar produtores com
escalas produtivas bem variadas, pequenos e grandes produtores que abrangem
mercados dos locais aos mercados globais. Sendo que a grande variabilidade de
cultivo e entre safras, mostra que fatores climaticos e o grau de maturacéo tém forte

influéncia nos niveis de antocianinas (SILVA, 2007).

3.3 POLPA

Segundo a Resolucdo — CNNPA n° 12, de 1978, polpa de fruta € definida como um
produto obtido por esmagamento das partes comestiveis de frutas carnosas por
processos tecnolégicos adequados. Deve ser preparada com frutas sas, limpas,
isentas de parasitos e de detritos animais ou vegetais. Nao deve conter fragmentos

das partes ndo comestiveis da fruta, nem substancias estranhas a sua composicao
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normal, exceto as previstas nesta norma, com tolerancia a adicdo de sacarose em

proporcéo a ser declarada no rétulo (ANVISA, 1978).

Todos os produtos processados de morango, como: polpa, geléia e sucos, devido a
sua composicdo quimica complexa, tém vida de prateleira relativamente curta, com
perdas expressivas de cor e sabor, mesmo elaborados e embalados com alta
tecnologia. A perda de qualidade é diretamente proporcional ao tempo e temperatura
elevados ao qual o produto € exposto no processamento e durante seu periodo de
comercializagcdo. Devido a isso grande parte da safra deve ser armazenada para
posterior processamento (MARTIM, 2005).

O processamento térmico foi o primeiro método usando na conservagcdo do
morango, mesmo causando alteracbes de sabor e cor ainda é praticado para
diversas finalidades, para fabricacdo de sorvetes, recheios de doces, iogurtes, e
minimizam as alteracdes de cor e sabor, por meio da adicdo de agentes

flavorizantes e corantes (MARTIM, 2005).

Os processos mais conhecidos sdo: pasteurizacdo em recipientes metalicos que é
realizada normalmente a 90-95°C por um tempo de 1 minuto € o suficiente para a
eliminacdo dos micro-organismos que podem danificar o produto; e enchimento
asseptico que basicamente engloba uma combinacéo de principios de esterilizacao
a alta temperatura durante um breve periodo de tempo, sendo que o produto é
rapidamente esterilizado e resfriado, antes de ser acondicionado nas embalagens
sob condicfes de assepsia (BRAGANTE, 2009).

O congelamento do morango, para uso posterior € o método de conservacdo mais
utilizado, uma vez que o congelamento bem conduzido preserva a cor e sabor,
afetando unicamente a textura. Entretanto, para algumas finalidades ainda se pratica

a conservacao por aditivos quimicos (EMBRAPA, 2005).

Os principais aditivos utilizados sdo o acido benzdico e o acido soérbico, geralmente
na forma de sais de sédio e potassio, que sdo mais soluveis. Os limites legais para
estes conservantes, no produto final sdo de 0,1% sobre o peso, e todos os aditivos
devem obrigatoriamente ser declarados no rétulo. O benzoato de sédio apresenta
maior atividade contra bactérias e leveduras, enquanto que o sorbato de potassio

apresenta maior atividade sobre os fungos (EMBRAPA, 2005).
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Outro aditivo para a conservacao de polpas € o diéxido de enxofre (SO;), geralmente
na forma de sais (metabissulfitos). Estes tém a vantagem de serem evaporados
guando o produto é aquecido. Como maior desvantagem é sua evaporacao durante
0 armazenamento e descoloragéo da cor vermelha do morango, alterando assim o
pigmento antocianina (ANDRADE, 2004).

Durante a etapa de processamento térmico da polpa, ocorre reacdes enzimaticas,
em que o grupo Polifenoloxidases (PPO), em baixa resisténcia térmica (a partir de
70°C), rompe as estruturas celulares dos tecidos e em presenca de ar catalisam a
oxidacao de substancias como as antocianinas, gerando compostos escuros. Podem
ocorrer também, durante o processamento, muitas outras reacdes como: a reacao
de Maillard, escurecimento do Acido Ascoérbico, Caramelizacdo, Oxidacdo de
Polifendis. Para evitar que essas reacdes ocorram é realizada adicéo de SO,, adicao
de agucar ndo-redutor, diminui¢do do pH e inibicdo enzimatica. (ANDRADE, 2004).
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

- Algodao;

- Almofariz e pistilo;

- Baldo volumétrico de 100 mL;
- Béquer;

- Cubeta quartzo;

- Erlenmeyer;

- Bastéo de vidro;

- Funil de vidro;

- Papel Aluminio;

- Papel filtro;

- Pipeta volumétrica de 5 mL, de 10mL e de 20 mL;
- Proveta;

- Tubos de ensaio.

4.1.1 Frutos e polpa do morango

Os frutos e a polpa do morango foram adquiridos no comércio da cidade de Assis —
SP.
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4.1.2 Reagentes

Abaixo esta o modo de preparo de cada reagente utilizado durante todo o processo
das analises.

- Solugéo extratora: Alcool etilico absoluto com agua destilada na proporgdo 70:30
(V/Iv).

- Solugédo pH Unico: Alcool etilico absoluto e HCI na proporgéo 85:15 (v/v).

- Solugéo pH 1,0: KCI (0,2 N) e HCI (0,2N) na proporgéo 25:67 (v/v).

- Solugéo pH 4,5: Acetato de Sédio (1N), HCl e Agua na propor¢ao 100:60:90 (v/v).

4.1.3 Equipamentos

- Balanca analitica (RADWAG - WTB 3000);
- Centrifuga (TECNAL — CELM);
- Espectrofotometro (FEMTO — Cirrus 80);

- pHmetro (TECNOPON — MODELO Mpa — 210).

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo das amostras

O preparo das amostras de fruta e de polpa para a analise foi realizado como segue.

As frutas foram trituradas com pistilo em almofariz. Obteve-se 35 g de geléia que foi
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transferido para erlenmeyer e adicionado 80 mL de solugcéo extratora e ajustado o
pH em 2 com HCI. Em seguida, foi passado papel filme e papel aluminio para ficar
ao abrigo da luz, e logo apos foi colocado no refrigerador a 5°C por 24 horas para

extracdo da antocianina, e assim dado continuidade as andlises.

4.2.2 Extragao e quantificagdo das antocianinas

Foi efetuada a andlise de antocianina de acordo com o método de Teixeira;
Stringheta; Oliveira (2008), mediante extracdo com etanol acidificado com HCI,
conforme descrito no fluxograma da figura 4. Para o método de pH Diferencial, foram
utilizadas solucdoes tampédo pH 1,0 e 4,5. O equipamento usado na leitura das
absorbancias foi o espectrofotdmetro UV da marca FEMTO - Cirrus 80, no
comprimento de onda de 535 nm. A diferenca de absorvancia observada
espectrofotometricamente possibilitou, por diferenca direta, estimar a fracédo real de

antocianina presente nas amostras de pH Unico como também de pH Diferencial.
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Amostra triturada e pesada

Adic3o de HOl até pH=2 — —> < — Adic3o de 80 mL de solucdo
extratora

Repouso 24 horas a 5* Cao abrigo da luz

W
Filtrado em algoddo e coletado o filtrado em baldo 100 mL

Adicdo de solugdo extratora
— até completar o volume do
W baldo
Centrifugar a 2000g /10 min e filtragdo do sobrenadante em papel de filtro

b

Método pH Unico Método de diferenca de pH
Transferir aliquota de Transferir aliquota de Transferi aliguota de
5 mlL para um bécker 5 mlL para um bécker 5 mL para um bécker
L
Adicionar 5 mL de solucdo Adicionar 20 mL de Adicionar 5 mL de
pH dnico solucdo de pH=1 solucdo de pH=45

Medir Absorbancia

Figura 4 - Fluxograma do método de extracdo de antocianina (In: TEIXEIRA;
STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008, p. 300)

O método para pH Unico consistiu da transferéncia quantitativa de uma aliquota
(VAIQ) de 5 mL do Extrato Concentrado (100 mL de solucdo — amostra mais Solucao
Extratora), para um béquer de 100 mL e acrescentado 5 mL de solu¢do Etanol 95%
— HCI 1,5N (85/15), formando dessa maneira o Extrato Diluido (ED), no total de 10
mL.

Para o método de pH Diferencial consistiu da mesma forma do pH Unico, apenas o
Extrato Diluido do pH 1,0 foi no total de 25 mL (5 mL de aliquota do Extrato
Concentrado mais 20 mL de solu¢édo KCI (0,2 N) e HCI (0,2N) na proporcéo 25:67).
E para o pH 4,5 o Extrato Diluido foi no total de 10 mL (5 mL de aliquota Extrato
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Concentrado mais 5 mL de Acetato de Sédio (1N), HCl e Agua na proporgéo
100:60:90).

Os valores de absorbéancia (DO) foram contrastados com os valores dos brancos
(Solucédo Etanol-HCI 1,5N na proporgcdo de 85:15). Sendo o calculo do teor de
Antocianinas Totais (AntT) expresso em mg por 100 gramas da fracdo avaliada,

efetuado de acordo com a Equagéo 1.

DO x VE1 x VE2 x 100

AntT = Valg x m x 982 = DO XxVE1l xVE2 x 1000
E™1em Valg x m x E* e
10

Equacéo 1 - Equacao da quantificacdo das antocianinas

Onde,

DO: Densidade otica do extrato diluido

VEe1: Volume total do extrato concentrado

Vez2: Volume total do extrato diluido

Valqg: Volume da aliquota utilizado na diluicdo do extrato concentrado
m: Massa da amostra.

100: Fator de Correcdo para que resultado seja expresso em 100 gramas de

Amostra.
E'*,.m: Coeficiente de Extingéo

10: Constante para correcdo do Coeficiente de Extincdo de modo a expressar o

resultado em mg de Antocianima / 100 gramas de Amostra.

O Coeficiente de Extincéo foi o utilizado segundo a metodologia de Teixeira et al
(2008), adotando para pH Unico (pH 2,0) valor de 982 e para o método do pH

Diferencial 873 e 775 respectivamente para os pHs 1,0 e 4,5.



33
5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 ABSORBANCIAS OBTIDAS

ApOs extracdo das antocianinas presentes nos extratos hidroalcodlicos das amostras
estudadas, utilizando metodologia citada anteriormente, foi possivel a quantificacéo
de seu teor, através da leitura em espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de

535 nm, obtendo as seguintes absorbancias mostradas na tabela 1.

0, 273 0,273 0,249 0, 221
- 1,193 1,108 0,866 0,899
0,184 0,148 0,153 0,167

Tabela 1 - Resultado das absorbancias obtidas da extracdo de antocianina

Para efeito de célculo, foi feita uma média das absorbancias das amostras de fruta,

como também das amostras de polpa, sendo demonstradas na tabela 2.



0,273 1,1505 0,166

Tabela 2 - Média das absorbéancias obtidas nas amostras de fruta e polpa

Na tabela 2, p6de se observar que as maiores absorbéancias foram no pH 2,0,
comprovando assim que o método de pH Unico, mediante a extragdo de
antocianina, em uma solucao de alcool etilico absoluto com HCI, foi a mais eficiente
na extracao, ja que os valores de absorbancia, tanto da amostra de polpa como de
fruta, foram significativamente superiores aos demais.

As solucbes no pH Unico tanto da polpa quanto da fruta apresentaram coloracéo
vermelha no maximo de absorcdo, na faixa dos 535 nm. Segundo Lopes et al.
(2007), a coloracao vermelha apresenta caracteristica do equilibrio acido-base de

protonacdo da estrutura do cétion flavilium.

Ainda em pH &cido, pH 4,5, o extrato apresentou uma coloracdo vermelha menos
intensa (résea) quase incolor e seu espectro de ultravioleta apresentou fraca
absorcao na regido de 535 nm, que segundo Lopes et al. (2007), esta diminuicdo na

coloracdo deve-se a formacéao de carbinol em solucéo levemente acida.

Segundo Bordignon et al. (2009), a mudanca nos maximo de absorcdo deve-se as
reacdes de equilibrio que ocorrem com o cation flavilium, quando se eleva o pH do
meio. Essas reacfes levam a uma configuracao estrutural das antocianinas em que,
conforme aumenta o pH, ocorre uma diminuicdo do numero de ligas duplas
conjugadas, que sdo responsaveis pelo aumento nos maximos de absorcdo das
substancias, pela protonagéo do cation flavilium. Com a diminui¢éo das ligas duplas
conjugadas, os maximos de absorcdo das antocianinas tendem a diminuir, 0o que
caracteriza a perda de coloragdo, sendo que para melhor entendimento, pode ser

observado esse processo na figura 2, mostrada acima.
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No pH 1,0, segundo a metodologia de Teixeira; Stringheta; Oliveira (2008), utiliza-se
solucdo de KCI (0,2 N) com HCI (0,2N), na proporcao 25:67 (v/v), que forma
complexacdo com as estruturas de antocianinas e causa mudanca na coloracdo da
solucdo, obteve-se assim coloracdo alaranjada. Segundo Brilhante et al. (2013),
substancias quimicas podem interferir na estrutura das antocianinas e alterar a
coloragcdo. Sendo assim, esse pH apresentou uma absorbancia menor que no pH
Unico.

Na figura 5, apresenta as solu¢des dos pHs com suas respectivas coloracodes.

Figura 5 - Sequéncia de coloracdo dos pHs, da direita para a esquerda
apresentao pH?2,0,pH1,0e0pH45

Pdde-se observar também, que ha uma grande diferenca nas médias das
absorbancias de fruta em relacdo a de polpa. Essa diferenca foi observada tanto no
método de pH Unico quanto no método de pH Diferencial, sendo melhor analisado
através do grafico 1, em que apresenta a solucdo de Extrato Diluido (mL) pela
absorbancia. Sendo que essa diferenca foi melhor entendida apés os célculos de
obtencdo da concentracdo em g/100 mL de antocianinas em cada amostra de polpa

e de fruta.
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Gréafico 1 - Comparacéao entre a absorbancia obtida em relacdo a concentracao
(Extrato diluido)

5.2 CONCENTRACAO DE ANTOCIANINA EM CADA AMOSTRA

Os valores das concentracbes de antocianinas através dos calculos com as
absorbancias obtidas de cada amostra, tanto da fruta quanto da polpa pode ser
analisado na tabela 3, que apresenta os resultados da concentracdo de antocianina

em mg em 100 mL de amostra.

- 4,4617mg/100g 8,7466 mg/100g 1,2224 mg/100 g
_ 3,8418 mg/100g 5,1274mg/100g 1,1785mg/100g

Tabela 3 - Resultado da quantidade de antocianina presente em cada amostra
expresso em mg/100 g

Para fim de comparacdo da extracdo de antocianina entre o pH Unico e o pH

Diferencial, foi necessario fazer uma subtracdo entre os resultados da quantidade
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de antocianina entre o pH 1,0 e o pH 4,5 para obtencao do pH Diferencial, conforme
mostrado na tabela 4.

_ 3,2393 mg/100 g 2, 6633 mg/100 g

Tabela 4 - Média dos pHs para obtencao do pH Diferencial

Segundo Campos (2006), o método do pH Diferencial tem sido amplamente utilizado
para obtencéo de antocianinas, consiste na obtencéo de espectros das solu¢cdes em
dois valores de pHSs, visto que com a alteracdo do pH, observam-se transformacdes
nas estruturas das antocianinas e, consequentemente, nas cores das solucdes onde
estdo contidas. Sendo que a absorbéancia das solu¢cdes 535 nm em pH 1,0 é
proporcional & concentragdo das antocianinas presentes no extrato e a absorbéncia
lida para a solucdo de pH 4,5 refere-se aos produtos de degradacdo das
antocianinas, as antocianidinas, que nao possuem a propriedade de alterarem a

coloracdo da solugcdo em que se encontram em funcéo do pH.

Desta forma, o método de pH Diferencial consiste na diferenca de pH para obtencao
apenas da concentracdo de antocianina sem a presenca de interferentes, que
segundo Campos (2006), esse termo “interferentes” refere-se a outros compostos
polifendlicos, acucares, acidos ou mesmo as antocianidinas, que geralmente apés
extracdo, contém além dos pigmentos de interesse, outros compostos polares e que

mesmo apoés a purificacdo, ainda pode conter as antocianidinas.

Porém, Campos (2006) afirma que a quantificacdo de antocianinas em extratos de
fruta ou vegetais frescos onde, geralmente, ha poucos componentes interferentes,
realiza-se a leitura da absorbancia do extrato diluido em &lcool acidificado em um
unico comprimento de onda situado na regido do visivel, entre 465 e 550 nm. Sendo
assim, como a fruta analisada era fresca, o0 método de pH Unico foi eficaz, obtendo

assim a maior concentracdo de antocianina.
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J& no caso da amostra de polpa, o0 método de pH Unico foi também o que mais se
extraiu antocianina, mas como nédo se sabe quanto tempo o0 morango usado na
producdo da polpa ficou armazenado na inddstria antes do processamento, ndo se
pode afirmar que a fruta utilizada na producdo da polpa era fresca, sendo este um
fato que pode explicar também a maior concentracdo de antocianina na amostra de

fruta do que na amostra de polpa.

5.3 COMPARACAO DA DIFERENCA NA CONCENTRACAO DE
ANTOCIANINA ENTRE A FRUTA E A POLPA

O grafico 2 mostra a diferenca existente na concentracdo de antocianina entre a

amostra de fruta e de polpa, no pH Unico e no pH Diferencial.

10
9
3 -
7 |
6
5 m pH UNICO
4 - B pH DIFERENCIAL
3 |
>
1
O _
FRUTA POLPA

Gréfico 2 - Diferenca entre as concentracdes de antocianinas na amostra de
fruta e polpa em relacdo ao pH Unico e o pH Diferencial

A concentracdo de antocianina, tanto no pH Unico quanto no pH Diferencial, foi
maior na fruta do que na polpa. Isso se deve ao fato do processamento da polpa

conter agua no preparo, diluindo assim a concentracdo de antocianina. Segundo
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Lopes et al. (2007), as antocianinas sdo moléculas polares em razdo de grupos
substituintes (hidroxilas, carboxilas e metoxilas) e glicosilas residuais ligados aos

seus anéis aromaticos, sendo portanto solUveis em agua.

Devido ao fato das polpas comercializadas apresentarem um prazo em média de
validade de 2 anos, ficando por muito tempo armazenadas em congeladores, esse
fator interfere na diminuicdo da concentragdo de antocianina. Pois segundo Lopes
et al. (2007), fatores como temperatura podem interferir na quantidade de

antocianina presentes nos alimentos.

Segundo Andrade (2004), durante a etapa de processamento térmico da polpa,
ocorre reagdes enzimaticas, em que o grupo Polifenoloxidases (PPO), em baixa
resisténcia térmica (a partir de 70°C), rompe as estruturas celulares dos tecidos e
em presenca de ar catalizam a oxidagdo de substéncias como as antocianinas,

gerando compostos escuros.

Conservantes adicionados durante o processamento da polpa nas industrias podem
interferir nas estruturas das antocianinas, diminuindo assim a concentracdo dessas.
Como por exemplo, a adicdo de SO, que segundo Andrade (2004), € permitido até
0,1 g/Kg para conservacdo da polpa congelada, porém este composto altera o

pigmento antocianina.

A perda relacionada nesse trabalho em relacdo a polpa da fruta foram de 63% e
48% respectivamente para o pH Unico e para o pH Diferencial. Sendo que a maior
diferenca, na diminuicdo de antocianina na polpa, foi no pH Unico devido a esse pH

ser 0 que mais se extraiu antocianina em relagéo ao pH Diferencial.

5.4 PORCAO DIARIA DE MORANGO E QUANTIDADE DE ANTOCIANINA
INGERIDA

Segundo Cardoso; Leite; Peluzio (2011), estima-se que a ingestdo de antocianinas
nos Estados Unidos, principalmente na forma de cianidina, esteja em 12 mg/dia por
individuo, a qual é maior que outros flavonéides. Sendo assim, como a cianidina &
uma das estruturas de antocianina mais encontrada no morango e juntamente com

os resultados obtidos neste trabalho, foi possivel estimar a quantidade a ser ingerida
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de morango por dia a fim de se ter uma alimentag&o rica em antocianina, importante

para a saude da populagéo.

Essa estimativa foi feita em relacdo ao pH Unico devido ao fato desse método ter
extraido maior concentracdo de antocianina, portanto a quantidade a ser ingerida de
fruta de morango € de 137 g/dia e para polpa de morango € de 234 g/dia, para poder

ter a por¢do de antocianina recomendada por individuo.



41
6 CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos, conclui-se que a extracao de antocianinas foi maior
no método de pH Unico do que no método do pH Diferencial. Isto indica, que para
morangos, 0 método do pH Unico foi mais eficiente.

Os valores de antocianinas encontrados na fruta e polpa respectivamente de 8,75
mg/100g e 5,13 mg/100g no método de pH Unico. Comprovou-se desta forma, uma

perda de 63% de antocianinas na polpa congelada de morango.

Com os valores obtidos nas andlises, e segundo a recomendacdo norte americana,
da ingestdo de 12 mg/dia de antocianina por individuo, foi possivel estimar a
guantidade de fruta e de polpa de morango necessaria para se consumir tal porcao:
1379 de fruta/dia e 2349 polpa/dia.
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